套细胞淋巴瘤（MCL）起源于淋巴结套区内的小B淋巴细胞，占非霍奇金淋巴瘤（NHL）的3%\~10%，兼有惰性淋巴瘤和侵袭性淋巴瘤的两种特征，具有特征性的染色体t(11;14）（q13;q32）和CyclinD1表达，部分SOX-11过表达。SOX11 mRNA过表达与预后相关，可能为MCL预后良好的评估指标[@b1]--[@b3]。MCL目前尚缺乏标准有效的治疗方法，预后较差，中位生存期3\~5年，复发难治仍是目前影响长期生存的因素[@b4]--[@b6]。MCL预后受多种因素影响，目前淋巴瘤国际预后指数（IPI）和MCL国际预后指数（MIPI）的预后评分难以准确指导临床治疗和预后评估[@b7]--[@b8]。因此，亟需探讨新的预后判断指标。本研究中，我们回顾性分析我中心诊治的MCL患者病理资料、临床特征及疗效，探讨预后相关因素，现报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2007年3月至2012年3月我院病理科确诊的2 220例淋巴瘤患者。NHL 2 070例（93.24%），其中B细胞NHL(B-NHL）1 560例（75.36%），T细胞NHL(T-NHL) 510例（24.64%）。诊断MCL 48例，占B-NHL的3.1%，占淋巴瘤的2.1%；其中23例患者在我科住院治疗，仅12例取得完整的2年随访资料，经免疫组化检测Mcl-1、磷酸化（p) NF-κB p65及14-3-3ζ蛋白表达，以15份淋巴结反应性增生的标本为免疫组化的对照。临床资料包括：性别，年龄，B症状（发热、盗汗、体重减轻），ECOG评分，原发部位，有无脾肿大，骨髓侵犯情况，其他结外侵犯情况，临床分期，发病时的WBC、LDH和β~2~微球蛋白（β~2~-MG）。参照文献[@b8]--[@b10]，采用IPI、MIPI及Ki-67指数进行预后评估。

2．免疫组化检测方法：收集MCL患者骨髓活检组织石蜡标本常规切片、HE染色。用链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶（SP）二步法检测免疫表型及Mcl-1、pNF-κB p65和14-3-3 ζ蛋白的表达。一抗包括兔抗人Mcl-1多克隆抗体（美国SANTA CRUZ公司产品）、兔抗人14-3-3 ζ多克隆抗体（英国Abcam公司产品）及鼠抗人pNF-κB p65单克隆抗体（美国SANTA CRUZ公司产品）。二抗为GT Vision™羊抗鼠／兔通用型免疫组化检测试剂盒（丹麦DAKO公司产品）。采用PBS作阴性对照，并采用抗体说明建议的阳性对照作阳性对照。病理医师在不知晓临床预后信息的情况下独立观察，计数10个高倍镜视野（×400）的阳性细胞数取平均值，按阳性细胞数占肿瘤细胞的比例分为：肿瘤细胞阳性细胞率\<10％为阴性（−），介于10%\~\<20％为弱阳性（+），≥20％为阳性（++）。

3．治疗方案：所有患者均接受1个疗程以上CHOP(E）\[阿霉素、环磷酰胺、长春新碱、泼尼松（依托泊苷）\]方案±利妥昔单抗（375 mg/m^2^）联合化疗，其中2例患者同时接受局部放疗。1例经化疗＋局部放疗达完全缓解（CR）后行自体干细胞移植（ASCT）；3例经过R-CHOP治疗后难治复发患者选用PAD（硼替佐米、阿霉素、地塞米松）方案联合化疗，达CR后采用利妥昔单抗（375 mg/m^2^）每月1次维持治疗。所有药物剂量均参照2007版NCCN指南MCL治疗方案的标准剂量，按体表面积计算得出。

4．疗效判断标准及随访：患者完成2\~6个疗程治疗后，参照NCCN指南进行短期疗效\[CR和部分缓解（PR）\]评定并计算总反应率（ORR）。随访截止时间为2015年3月，中位随访时间37(24\~84）个月；总生存（OS）定义为治疗开始至因任何原因导致死亡的时间；无进展生存（PFS）定义为治疗开始到患者出现肿瘤进展或死亡的时间。

5．统计学处理：采用SPSS 17.0进行统计学分析，疗效及预后的分析采用Kaplan-Meier法，采用Log-rank进行单因素分析，不同治疗方案对MCL疗效及预后的比较采用Fisher确切概率法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床及病理学特征：23例MCL患者男17例，女6例，中位年龄58(43\~76）岁，一般临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。临床病理结果显示，23例患者中2例为母细胞型，其余均为经典型。CD20阳性率为100%；Cyclin D1阳性率为95.2%（23例中22例），1例Cyclin D1阴性患者CD5及SOX-11均阳性；CD5阳性率为73.9%（23例中17例），6例（26.1%）阴性表达者Cyclin D1表达阳性。

###### 23例套细胞淋巴瘤（MCL）患者的临床特征及预后单因素分析

  基本情况       例数   总有效率（%）   *P*值   2年OS率（%）   *P*值   2年PFS率（%）   *P*值
  -------------- ------ --------------- ------- -------------- ------- --------------- -------
  年龄                                  0.038                  0.030                   0.109
   ≤60岁         15     100.0                   60.0                   53.3            
   \>60岁        8      62.5                    50.0                   25.0            
  性别                                  0.548                  0.667                   0.700
   男            17     70.6                    52.9                   47.1            
   女            6      50.0                    50.0                   33.3            
  B症状                                 0.040                  0.022                   0.013
   有            11     63.5                    27.1                   18.8            
   无            12     100.0                   66.7                   66.7            
  淋巴结起病                            0.681                  0.681                   0.589
   是            18     88.9                    88.9                   83.8            
   否            5      100.0                   100.0                  100.0           
  伴脾肿大                              0.611                  0.611                   0.208
   是            15     86.7                    86.7                   80.0            
   否            8      100.0                   100.0                  100.0           
  骨髓侵犯                              0.208                  0.082                   0.042
   是            10     80.0                    70.0                   60.0            
   否            13     100.0                   100.0                  100.0           
  临床分期                              0.568                  0.910                   0.821
   Ⅰ\~Ⅱ期        2      100.0                   50.0                   50.0            
   Ⅲ\~Ⅳ期        21     80.9                    47.6                   42.9            
  β~2~微球蛋白                          0.024                  0.352                   0.048
   \<3 mg/L      9      100.0                   62.5                   62.5            
   ≥3 mg/L       14     50.0                    58.3                   25.0            
  Ki-67指数^a^                          0.341                  0.275                   0.119
   ≤30%          10     70.0                    60.0                   50.0            
   ≥30%          7      63.6                    45.5                   18.2            
  IPI评分                               0.548                  0.216                   0.049
   0\~2分        17     70.6                    58.8                   47.1            
   3\~4分        6      50.0                    33.3                   0               
  MIPI评分                              0.032                  0.041                   0.040
   \<5.7分       16     81.3                    68.8                   50.0            
   ≥5.7分        7      33.3                    16.7                   0               

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；OS：总生存；PFS：无进展生存；IPI：国际预后指数；MIPI：MCL国际预后指数；a: 17例患者有Ki-67检测资料

2．预后相关单因素分析：在治疗2\~4个疗程时，IPI 0\~2分（低危组）患者ORR（70.6%）高于IPI 3\~4分（高危组）患者（50.0%），但差异无统计学意义（*P*= 0.548）；MIPI\<5.7分（低中危组）患者ORR(81.3%）高于MIPI≥5.7分（高危组）患者（33.3%）（*P*= 0.032）。β~2~-MG\< 3 mg/L组患者ORR(100.0%）高于β~2~-MG≥3 mg/L组患者（50.0%）（*P*=0.024）；Ki-67≤ 30％组患者ORR、OS率、PFS率与Ki-67\>30％组患者比较差异均无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

3．不同治疗方案对MCL患者疗效及预后的影响：10例患者采用R+CHOP(E）治疗，5例达到CR，5例达PR, ORR为100.0%，2年OS和PFS率分别为80.0％和70.0%；而采用CHOP（E）方案组13例，1例达到CR, 4例达PR, ORR为38.5%，2年OS和PFS率分别为30.8％和7.7%；提示R+CHOP（E）方案组的ORR、2年OS率及PFS率明显优于CHOP（E）方案组（*P*值分别为0.002、0.024、0.003）。

23例MCL患者中14例为复发/难治性，其中7例因个人原因于治疗1\~2年后放弃治疗；7例继续治疗的患者中3例予PAD方案化疗，1例行ASCT, 3例予巩固维持治疗。ASCT患者PFS; PAD方案治疗患者2例持续CR/PR，1例原发耐药；3例维持治疗患者均存活。

3．Mcl-1、pNF-κB p65和14-3-3 ζ在MCL中的表达和临床分析：①Mcl-1在反应性增生淋巴结对照中均表达弱阳性。12例患者中6例Mcl-1阳性，其中2例Mcl-1阳性患者短期治疗有效，而Mcl-1阴性患者均达CR; 6例Mcl-1阳性患者只有2例随访2年存活，Mcl-1阴性患者6例均存活；Mcl-1阳性患者中只有1例随访2年持续CR，6例Mcl-1阴性患者中5例随访2年持续CR/PR。②pNF-κB p65在反应性增生淋巴结对照中阴性或表达弱阳性。12例MCL患者中6例pNF-κB p65阳性，其中3例短期治疗有效，而6例pNF-κB p65阴性患者5例达到CR；6例pNF-κB p65阳性患者3例随访2年存活，6例pNF-κB p65阴性患者5例随访2年存活；6例pNF-κB p65阳性患者1例随访2年持续CR，6例pNF-κB p65阴性患者5例随访2年持续CR/PR。③14-3-3ζ在反应性增生淋巴结对照中均表达弱阳性。12例MCL患者中8例表达14-3-3ζ阳性，其中5例14-3-3ζ阳性患者短期治疗有效，4例14-3-3ζ阴性患者3例达到CR；8例14-3-3ζ阳性患者4例随访2年存活，4例14-3-3 ζ阴性患者随访2年存活；8例14-3-3ζ阳性患者3例随访2年持续CR/PR，4例14-3-3ζ阴性患者3例随访2年持续CR/PR；以上虽然病例数少，但是结果能看得出一定的临床意义。

讨论 {#s3}
====

MCL发病率低、异质性强，就诊时常为Ⅲ\~Ⅳ期[@b1]--[@b6]。目前国内MCL发病特点与预后因素分析报道较少，本研究旨在探讨我中心MCL患者的临床特征和预后相关因素分析。我院近5年病理科确诊MCL 48例，占B-NHL 3.1%，占淋巴瘤的2.1%，低于国外相关报道。在我科住院治疗的23例MCL患者中，男性多于女性，以淋巴结起病最为多见，脾脏肿大占65.2%，骨髓受累占43.5%，其他受累部位可有肝脏、双肺、消化道等；确诊时多为Ⅲ\~Ⅳ期（占91.3%），与文献[@b7]--[@b8]结果相似。从病理形态上看，2例为母细胞型，其余均为经典型。Cyclin D1阳性占95.2%；1例阴性表达者CD5及SOX-11均阳性；6例CD5阴性表达者Cyclin D1表达阳性。染色体t(11; 14）（q13;q32）和Cyclin D1的过表达是MCL诊断的"金标准"，而SOX11有助于少数Cyclin D1阴性MCL的诊断[@b9]--[@b11]。

分子靶向药物为复发／难治性MCL提供了新的治疗方案。利妥昔单抗已被用于联合化疗及诱导治疗后维持治疗，可提高MCL疗效[@b1]--[@b5]。本研究中R+CHOP（E）方案疗效优于CHOP（E）方案；2例复发／难治性患者缓解后以利妥昔单抗维持治疗，随访2年，均持续CR/PR，提示利妥昔单抗联合化疗可显著提高疗效及改善生存，与文献[@b12]--[@b13]报道一致。蛋白酶体抑制剂能特异性抑制哺乳动物细胞内26S蛋白酶体的类胰凝乳蛋白酶活性，影响细胞信号转导通路，诱导肿瘤细胞死亡，目前代表性药物硼替佐米单药或与其他化疗药物合用方案已用于MCL的治疗[@b14]--[@b18]。本研究中，3例复发／难治性患者均予含硼替佐米的PAD方案化疗，除1例原发耐药，另2例达CR后坚持每月1次利妥昔单抗维持治疗，随访2年未见复发。

MCL预后受多种因素影响。本研究显示，IPI 0\~2分患者持续CR/PR率优于IPI 3\~4分患者，但ORR、OS率差异无统计学意义。MIPI\<5.7分患者ORR、OS率及PFS率均优于MIPI≥5.7分患者，提示MIPI评分较IPI评分更能反映MCL的疗效和预后。β~2~-MG\< 3 mg/L组患者ORR高于β~2~-MG≥3 mg/L组患者，但OS与PFS率差异无统计学意义。Ki-67≤30％组患者ORR、OS及PFS率与Ki-67\>30%组患者差异均无统计学意义，与文献[@b19]--[@b20]报道不同，可能与病例数过低有关。

研究显示，细胞凋亡障碍和信号通路失调在淋巴瘤发生、发展中起重要作用，其中pNF-κB p65和Mcl-1通过参与淋巴瘤细胞凋亡的调控[@b21]--[@b22]。NF-κB活化通路被抑制，可促进淋巴瘤细胞的凋亡，有研究报道抑制NF-κB信号通路，影响Cyclin D1、BAX、Bcl-2、XIAP等的表达，从而减少MCL细胞株增殖及诱导细胞凋亡[@b21]。NF-κB通路为分子靶向治疗提供新的思路，蛋白酶体抑制剂硼替佐米可抑制NF-κB的活化，已被批准用于MCL的治疗[@b16]--[@b18]。目前我国pNF-κB p65常规检测尚未广泛开展，难以指导患者的治疗，因此，亟需深入研究我国MCL中pNF-κB p65的表达情况。本研究12例患者pNF-κB p65表达阳性6例，其中3例短期治疗有效，3例随访2年存活，1例随访2年持续CR；而6例pNF-κB p65阴性患者5例CR，5例随访2年存活，5例随访2年持续CR/PR。Mcl-1基因属于Bcl-2基因家族成员，编码产物Mcl-1蛋白具有抗细胞凋亡作用，直接导致肿瘤的发生并拮抗放、化疗诱导的细胞凋亡，促进肿瘤细胞的发展。研究表明，Mcl-1在B-NHL中表达上调，并且与B-NHL恶性程度呈正相关。体外研究显示抗Mcl-1对MCL的发生、发展至关重要，下调Mcl-1可诱导MCL细胞株凋亡，因此，Mcl-1可能成为新的预后判断指标，为肿瘤治疗提供新的靶点[@b22]。目前尚缺乏Mcl-1与MCL临床治疗、预后的关系研究。本研究12例患者Mcl-1表达阳性6例，其中2例短期治疗有效（CR+PR），而Mcl-1阴性患者均CR；6例Mcl-1阳性患者只有2例随访2年存活，Mcl-1阴性患者6例随访2年存活；Mcl-1阳性患者中只有1例随访2年持续CR，而6例Mcl-1阴性患者中5例随访2年持续CR/PR。另外，近年来研究发现作为一种重要连接蛋白并通过结合各种信号分子参与多种信号网络调控的14-3-3ζ分子参与细胞周期、生长和凋亡等多种生物学功能调控[@b23]。14-3-3ζ高表达与肺癌、乳腺癌、淋巴瘤、头颈肿瘤等的发生发展密切相关，下调14-3-3ζ表达可诱导凋亡并增加化疗敏感性，故其被认为是潜在的肿瘤未来治疗新靶点[@b24]--[@b26]。14-3-3ζ过表达能激活NF-ĸB p65，能促进后者降解，促进凋亡；而14-3-3ζ/Noxa结合抑制了Noxa与Mcl-1蛋白结合从而抑制凋亡[@b27]--[@b29]。研究表明14-3-3ζ与弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）的发病有关，并且提出了针对DLBCL耐药性使用14-3-3抑制剂的综合治疗方案[@b30]。目前未出现其在MCL表达的临床意义的体内外研究报道。其中5例14-3-3ζ阳性患者治疗有效，4例14-3-3ζ阴性患者3例随访CR；8例14-3-3ζ阳性患者4例随访2年存活，4例14-3-3 ζ阴性患者随访2年存活；8例14-3-3ζ阳性患者3例随访2年持续CR/PR，4例14-3-3ζ阴性患者3例随访2年持续CR/PR。

以上结果提示，Mcl-1、pNF-κB p65和14-3-3ζ蛋白可能与MCL预后有一定关系，虽然病例数少，但是结果能看得出一定的临床意义。
